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Introduccién. La actividad de galactosiitransferasa de las [3-
galactosidasas utilizadas en la hidrdlisis de la lactosa en
leche, ha despertado gran interés para utilizarlas en la
sintesis de oligosacéridos; sin embargo, € uso de estas
enzimas para la sintesis de oligosacaridos ha encontrado
fundamentalmente la competencia entre las reacciones de
hidrélisis y de transglicosilacion, por lo que los rendimientos
son bagos (1). El equilibrio termodinamico entre las
reacciones de hidrdlisis y transgalactosilacion puede
desplazarse hacia la formacion de galactooligosacéaridos
cuando se trabgja en medios organicos con baa
concentracion de agua, con lo cual se puede controlar el
grado de hidratacion de laenzimay minimizar la reaccion de
hidrdlisis (2). En el presente trabajo se estudié la sintesis de
galactooligosacaridos mediante transgalactosilacion de
lactosa con 4 diferentes B-galactosidasas en un medio
organico, en e cua es factible trabajar con diferente
concentracion de aguay por lo tanto favorecer la reaccion de
transgal actosilacion.

M etodologia. Las enzimas utilizadas fueron: (3-glicosidasa
Clonezyme Gly-001-02 y B-galactosidasas de Aspergillus
oryzae, Escherichia coli y Kluyveromyces lactis. La
reacciones se llevaron acabo en reactores de 20 mL que
tienen una doble pared por la que se recircula agua para
mantener constante |a temperatura de reaccion. Cada reactor
contenia 3.95 mL de medio de reaccion (acetona con
diferentes concentraciones de agua y lactosa) y 50 pL de
enzima.

Determinacion de los carbohidratos: lactosa, galactosa,
glucosa y galactooligosacéridos en la reaccion fueron
determinados mediante cromatografia de capa fina (CCF),
usasndo como fase mdvil una mezcla de n-
butanol:acetona:agua (en proporcién 40:50:10).

Resultados y discusion. En la figura 1 se puede observar la
reaccion enzimética de la B-glactosidasa de A. oryzae y es
claro que esta enzima es capaz de sintetizar dos galactésidos
(GOS) a partir de lactosa, sin embargo también observamos
lahidrélisis de lalactosa

De igual forma se realizaron experimentos con diferentes
galactosidasas a distintas a, del medio de reaccién para ver
si existia algin cambio en el equilibrio termodindmico entre
las reacciones de hidrélisis y transgalactosilacion; los
resultados se resumen en latabla 1. Como podemos observar
de las cuatro enzimas estudiadas solo la 3-glactosidasa de E.

coli no mostro la capacidad de sintetizar GOS, razén por la
cual se decidié no continuar mas experimentos con ésta,
mientras que con las otras tres enzimas se estudio la
influencia de la a, del medio de reaccion para saber s este
parametro influye en la sintesis de GOS. En general se puede
ver que para las tres enzimas el pardmetro a, afecté de igua
manera la sintesis de GOS, disminuyendo €l nimero de éstos
en comparacion con el medio acuoso, lo que resulta
contrario a lo esperado, es decir que a menor cantidad de
agua se desplaza € equilibrio hacia las reacciones de
transgal actosilacign
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Figura 1. CCF delareaccion de la b-galactosidasa de A. oryzae a
a,,de 0.9. L: lactosa, Glu: glucosa, Gal: galactosa, GOS: galactésidos

Lactasa | Aspergillus | Kluyveromyces | Escherichia Cloenzyme
aw oryzae lactis coli

H G H G H G H G
0.99 v 2 v 2 v x v 8
0.9 v 2 v 1 - v 3
0.8 v 1 v 1 v 3
0.4 v 1 x x v 2

H: hidrdlisis de lactosa, G: nimero de galactésidos sintetizados, v': si hubo
reaccion, *: no hubo reaccion, -: no serealizo

Tabla 1. Comparacion de diferentes 3-galactosidasas con distintas
a,, en el medio de reaccion

Conclusiones. Las enzimas llevaron a cabo la reaccion de
transgalactosilacion con lo cual se logré sintetizar GOS en
un sistema organico de una fase, sin embargo dicha reaccion
no se vio favorecida con la disminucién de la &, lo que nos
hace suponer que la flexibilidad de las enzimas esta jugando
un papel importante, y por tanto no se logra la sintesis de
GOS de mayor tamafio.
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